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(3) Composes destines a Cencapsulation dans les 6rythrocytes-nouveaux derives de la naloxone et 
naltrexone. 

(3) La presente Invention se rapporte a un derive destine a rencapsulation dans les erythrocytes d'un 
compose bblogiquement actif hydrophobe caracterise en ce qull est constitue dudtt compose 
blotogiquement actif couple chimiquement a un groupement chimique a caractere hydrophlle. par un 
element de liaison qui est dive par les enzymes lysosomlales etfou plosmatiques ma Is qui est stable 
dans les erythrocytes. 
Elle conceme plus particulierement les derives de formule I : 




(I) 



les composftions pharrnaceutiques les contenant et les erythrocytes resceiles, de meme que leur 
utilisation a tftre de prorogues de la naloxone ou de la naltrexone. 
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COMPOSES DESTINES A L r ENCAPSULATION DANS LES ERYTHROCYTES - NOUVEAUX 
DERIVES DE LA NALOXONE ET NALTREXONE 



Cette invention realisee dans les Laboratoires suivants : Laboratoire de Chimie Btoorgan'ique et Anaiytique 
- Universite tfOri6ans ; Laboratoire de Bio Pharmacol ogie transfusion nelle- CRTS de Tours ; Laboratoire de 
Pharmacologic et toxicoiogie fondamentales-CNRS de Tours, se rapporte a des composes chimiques uties 
notamment pour ilnternalisation erythrocytaire de composes biologiquement actifs et plus particuBerernent a 
5 de nouveaux derives de la naloxone et de la naltrexone. 

II a deja ete realise des encapsulations de substances dans les erythrocytes (Green R. et Al, The LANCET 
(1980) ; p 327 ; ROPARS, NICOLAU. CHASSAIGNE - FR 82 11749) 

Cependant, 1'uulisation de globules rouges pour le transport de medicaments hydrophobes pose encore 
aujounf hui des difficultes lors de Hnteractfon de ce type de medicaments avec la membrane erythrocytaire. 
10 On assists soft a une ruite plus ou motns raplde du vecteur, soit a une adsorption considerable qui ne permet 
pas une intemalisation du produtt. 

Un des objets de la presente invention est preclsement de proposer une solution au problems precite. 

Plus particulierement la presente invention se rapporte a un derive destine a rencapsulation dans les 
erythrocytes d'un compose biologiquementactif hydrophobe caracteriseencequ'D est constituedudit compose 
is biologiquement acuT couple chimlquement a un groupement chimique a caractere hydrophBe par un element 
de liaison qui est dive paries enzymes fysosomiales etfou piasmatiques mais qui est stable dans les erythro- 
cytes. 

De tels composes chimiques de par leur structure presenter* un caractere hydrophile accentue, une inte- 
raction faiWe avec la membrane erythrocytaire et une stabilite chimique a I'egard des diverses enzymes pre- 
20 sentes dans ce type de cellules. Enfln , lors de la destruction des erythrocytes par le systems phagocy taire, Rs 
peuvent etre dives par les enzymes lysosomlales ou piasmatiques et liberer ainsi le medicament 

Le groupement chimique a caractere hydrophile utilise sefon i'fnvenfion peut etre une chatae contenant un 
ou piusteurs sucres et/ou un ou piusieurs acldes amines. II peut egaJement s'aglr d'un radical sulfate phosphate, 
polyphosphate ou autre fonction hydrophile. 
25 Parmi les composes chimiques objet de la presente invention on cftera tout particulierement de nouveaux 
derives de (a naloxone, de la naltrexone, etdu naltrexol. 

La naloxone est un antagonists pur et specifique de morphinomtmetiques sans effet agoniste. 

La presente invention se rapporte done egaiement a un compose chimique seion Hnvention caracterise 
en ce qu'ii est represente par la formula generate I : 

30 



35 



40 




(I) 



4$ dans laquetie : 

- soft A| represente le groupement OH et est r atoms rfhydrogene, soit At et Aa ensemble avec I'atome 
de carbons auxqueis fls sont rattaches torment un groupement carbonyie 

CC=0), 

CO 

- Ri represente un groupement -CH2-ONCH2 ou 
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-CH^-CH 
2 \ 
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- 0R2 represente un groupement sulfate ou un groupement phosphate ou polyphosphate de fbrmule II : 



dans laquelle : 

. R* est choisl parmi un alkoxy en C,^ , OH et ses seis alcalins, 
. X est un cation alcaJin et de preference Na\ et 
. n represents un entter de 1 a 3, et 

-OR» represente OH ou un groupement sulfate, a la condition que si R t represente -CH r CH=CH2 et A 

un groupement CHOH, OR 2 et/ou OR 3 sont differents d'un groupement sulfate. 

Les derives de la naloxone et de ta naltrexone sont des esters de naloxone et de naltrexone 0 Menus par 
greffage sur I'hydroxyie en position 3 d'un groupement monophosphate ou polyphosphate ou, sur les hydroxy- 
les en positions 3 etfou 14, de groupements sulfate. 

Parmi ces composes, on cftera tout particulierement les derives dans lesquels OR 3 represente un grou- 
pement OH et OR2 un groupement phosphate ou triphosphate de formule II. 

Ces composes de formule generals I sont Inteiessants a litre de prodiogues de la naloxone ou naltrexone. 
En raison de leur caractere hydrophlle, lis peuvent etre Internalises de maniere satisfaisante dans les globules 
rouges. Enfin, (ors de la destruction desdte globules rouges, Hs sont hydrolyses In vivo etliberent alors la mole- 
cule du compose bidoglquement actff, c'est-a-dire la naloxone ou la naltrexone. 

Ces composes sont obtenus par esterification d'au moins un hydroxyle de la naloxone ou de la naltrexone. 

Alors que le disulfate de naloxone en position 3 et 14 et le monosuifate en position 3 ont deja fait t'objet 
d'une description dans la littarature (Under C. and Fishman J.. J. Medicinal Chem. 16, 553, 1973), les differents 
sulfates de la naltrexone etaient aujourd'hui encore inconnus. 

A partir des precedents travaux cites, les inventeurs ont done apres modification du protocole operatotre, 
Isold les deux derives de la naltrexone recherches. L'obtention du disulfate fait intervenir urte suffatation directe. 
cefle du monosulfate en position 3 un processus de Wocage et de debtocage utBisant les esters acetiques. 

Darts le cadre de la preparation des derives phosphates de formule generate 1, le traftement de la naloxone 
ou naltrexone par le derive chlore. engendre a partir du dimethylphosphite, permet dans les condftions appro- 
priees resterlficatlon selective de rhydroxyte en position 3. 

Les esters alnsl prepares et soumls a Taction de i'iodure de sodium donnent ensufte naissance aux phos- 
phates monosodlques correspondants. 

Ainsi, la condensation sur la naloxone du cyanoathyl N.N^Osopropylchloroprwsphoramidtte au sein du 
cMorure de methylene en presence de dnsopropylethylamlne conduit au monoesteren position 3, qui par action 
du cyano-2-ethanol et du tetrazote puis oxydatbn au moyen de rhydroperoxyde de tert butyie, genera le phos- 
phate correspondent Les groupements protecteurs cyanoethyle sont ei [mines par ('ammoniac an sein du 
methanol, le sel tfammonium est ensufte transforms en analogue sode par passage sur resine echangeuse 
rfiona. 

En ce qui conceme la naltrexone, la sequence utiiisee fait appel au pyrophosphate de tetrabenzyle. Ainsi, 
le phanate de lithium ou de sodium, obtenu par traltement de la naltrexone respectivement avec le disopropy- 
larrodure a basse temperature ou avec I'hydure de sodium a temperature ambiante, est aisement phosphoryle 
au moyen du pyrophosphate precedemment mention n 6. 

LTiydrogenoiysB de i 'ester forme suivie d'une chromatographle sur resine echangeuse dTons, permet rflso- 
ler alors le sel cfisodfque recherche. 

Le rneme processus est u disable avec la naloxone si ce n'est qu*en raison de la double liaison alryBque, 
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ta coupure des esters benzytiques est realisee avec le bromure de trimSthytsHyie. 

A partir des derives monophosphates de la naloxone et de la naltrexone, il peut etre ensuite realise la pre- 
paration de derives triphosphates au moyen du 1,1' carbonyldiimidazole, survi <Tun traitement parle pyrophos- 
phate. 

Le 6-p-naltrexof-3-phosphate est obtenu par traitement du 6-p-naltrexo! avec le tetrabenzyle pyrophos- 
phate dans les memos conditions que cefles decrites precetiemment, le 6-p-naJtrexol etant lukneme engendre 
a partir de la naltrexone selon fa literature (Chatterjle et al., J. Med. Cherrv, 18, 490, 1975). 

En oe qui conceme les composes selon V invention de formule generate I, il est en outre Important d'etudfer 

I Buro proprietes dlnteraction avec les differents tissus de recepteurs des opiaces : affinite et selectivite. 

Par consequent, afin <f apprecter ceiles-ci, a a ete teste la capadte de quelques derives de la naloxone et 
de la naltrexone a se fixer sur un recepteur specifique de ces demiera. 

II est connu que la multiplicity des effets engend res par les anaJg esiques de type morphine resulte de Tacti- 
vation sknuitanee (non selective) par cette derniere de plusieurs type -ji,8 et k- de recepteurs speciflques cerv- 
traux et peripheriques dont les proprietes de liaison in vitro et les distributions regionales ont ete clairement 
differendees. On connaft a Pheure actuelie, de nombreux iigands speaflques des sites opktfdes. 

Alnsi, les sites opioWes de type u,S et k co-existent dans le cerveau des mammiferes mais en proportions 
differentes selon I'espece. Les pourcentages de sites opiocdes de type u,3 et k sont respectrvement 46, 42 et 

I I dans le cerveau de rat, 24, 32 et 44 dans le cerveau de cobaye 43, 1 9 et 38 dans le cerveau de lapin. Nean- 
molns, certaines "preparations" contiennent un type particidier de site opioTde en proportion tres 6Ievee : le cer- 
velet de lapin contient 80 % de sites de type n, les cellules hybrides neuroblastome x glioma NG 108-15 ; 100 
% de sites de type 5 et le cervelet de cobaye : 85 % de sites de type k. 

0 a en outre ete mis en evidence une regulation allosterique differentielle de la liaison invjtro des agonistes 
et des antagonbtes non seulement au site de ty pe S mais aussi aux sites de type u et k : la fixation d*un agoniste 
est fortement inhibee en presence dfons Na* et de 5'-guanyiyiimidodiphosphate (GppNHp) alors que, dans 
ces conditions, la fixation cf un antagonists ne Test pas. 

Les derives de la naloxone et de ta naltrexone, objets de la presente invention, se caracterisent egalement 
par une affinite apparente satisfaisante pour les sites opioid es \i et k. 

La presente invention se rapports egalement aux compositions pharmaceufiques caracterisees en ce 
qt/elles component, a litre de principe actif, au moins un compose selon ('invention. 

Selon un mode prefers de Hnvention, on utOisera un compose de formule generate I. 

Les composes de formule generale I peuvent egalement etre utilises selon Pinvention a titre de prodrogues 
de la naloxone ou de la naltrexone. 

La presente invention se rapporte egalememt aux erythrocytes resceltes contenant au moins un derive 
selon rinventioa 

Par erythrocyte rescelie, on entend designer un erythrocyte qui a suW une ryse puis une reconstitution de 
la membrane erythrocytaire. 

Les exemples donnes cl-dessous a titre non Gmitatif permettront de mettre en evidence d'autres caracte- 
riatiques de la presents invention. 

EXEMPLE 1 : 

Preparation des derives dlsurfates de la naloxone et de la naltrexone en positions 3 et 14 

0,30 mmol du cWorhydrate de naloxone (ou naltrexone) sont agites en presence d'un exces de dtcyclo- 
hexytcarbocmmide (3,13 mmol) dans du aTmethytformarnkJe (4 ml). L'enserntxe est maintenu a 0°C. Un volume 
de 0,5 ml (Tune solution froide de H 2 S0 4 (0,2 ml, 3,47 mmol) est ajoute au melange. Apres 1 heure d'agitation 
a 0°C, le melange est ajuste a pH9 avec NH 4 OH (10 %) et la dicydohexyturee est eltminee. Apres evaporation, 
le residu obtenu est dissous dans 1 ml de DMF, ensuite f3tr6 pour eliminer les sels Inorganiques. Le derivd 
3,14-disuifato preciptte avec de Pacetate d'ethyie. La nitration donne un prodtrit blanc. 



55 



Rendement : R { = -CH 2 -CH=CH 2 : 79 % 
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Description des compos 6s : 



10 



15 



Pour Rj = -CH 2 -CH=CH 2 : 
IR 



(KBr) :0(OSO 3 ) 1250 cm' 1 ; 0(C=O) 1710 cm" 1 . 



£H 2 



pour Rj = -CH 2 - 
IR (KBr) : }<OS0 3 ) 1250 cm" 1 $ i> (C=0) 1720 cm' 1 . 



EXEMPLE 2 : 



Preparation du derive monosulfate de la naloxone et de la naltrexone en position 3 

20 La dracetylation de la naloxone (ou naltrexone) (0,46 mmol) en presence de 4 ml cfanhydrida acetique se 
fa* a reflux pendant une heure. Apres evaporation, le restdu est dissous dans du dicNorcmethane, et extrait 
plusieurs fois au moyen d*une solution aqueuse de 5 % NaOH puis avec de Peau. La phase organique est eva- 
poree, et !e produit est purifie par passage sur une colonne de sitice (eluant : MeOH-CH 2 Cl2 : 1/9). 

Rendement : K { = -CH 2 -CH=CH 2 : 91 % ; R { = -CHICHI : 86 % 

^CH 2 

30 

Description des composes : 

Pour Rj r -CH 2 -CH=CH 2 : 
35 IR (KBr) : i)(C=0, I* acetate) 1730 cm" 1 }^(C=O f 3 acetate) 1760 cm" 1 . 

Pour R { = -CH 2 -CH j 

40 CH 2 : 

IR (KBr) : D(C=O t 1ft acetate) 1720 cm" 1 ; j)(C =0, 3 -acetate) 1760 cm" 1 . 



0,33 mmol du compose 3,1 4-acetate sont hydropses par action de 1 2 ml d'une solution aqueuse de H2SO4 
45 a 4 % pendant 24 heures a temperature ambiante. Le melange reacttonnel est ajuste a pH8 avec NH«OH (10 
%), et extrait au dfchlorome thane. Apres sechage et evaporation de la phase organique, le derive 14-acetate 
est purifie sur une colonne de siltee (eluant : MeOH-CH 2 Ct 2 : 1/9). 

CM- 

50 /, 2 

Rendement : R J = -CH 2 -CH=CH 2 : 77 % ; Rj = -CH^CH | : 79 % 



CH 2 



65 Description des composes : 



Pour Rj = -CH 2 -CH=CH 2 : 

IR (KBr) : $(C=0, 14-acetate) 1730 cm" 1 ;£)(OH) 3420 cm" 1 . 
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Pour R. = -CH--CH 
IR (KBr) ; 0(C=O, U-acetate) 1730 cm" 1 ; Y>(0-H) 3*20 cm* 1 . 



10 Un melange de derive 14-acetate (0,26 mmol) et de DCCI (3,00 mmol) est agite dans 3 ml de la DMF, aux- 
quels on ajoute ensuite 1 ml d'une solution froWe de H 2 S0 4 (0,029 ml, 0,518 mmol) dans du DMF a 0°C. Apres 
une heure d'agitation. la dfcydohexyturee est elfminee par simple filtration, apres avoir basifie le melange reac- 
tionnel aveo NhUOH (10 %) a pH9. Le reskJu obtenu, dlssous dans 2 ml de DMF, est de nouveau filtre pour 
eliminer les seis inorganlques. Le produit precipite par action de I'acetate cfethyle. 



/ CH 2 

Rendement : Rj = -CH 2 -CH=CH 2 : 63 % } Rj=-CH 2 -CH | : 50 % 

XcH 2 



Description des compos 6a : 



25 Pour Rj = -CH 2 -CH=CH 2 : 

IR (KBr) : 0(OSO 3 ) 1250 cm" 1 ; \)(C=rO, U-acetate) 1730 cm*" 1 . 

CH 2 

30 Pour R, = -CH--CH I 

1 2 ^CH 2 

IR (KBr) : 0(OSO 3 ) 1250 cm" 1 j \)(C=O f l^acetate) 1730 cm" 1 . 

35 

Le passage au derive 3-mono sulfate, se fait par traitement de (0,10 mmol) du compose 3-sulfate- 14-ace- 
tate par une solution dSuee de NH 4 OH (20 ml, pH9). L'hydrolyse estmaintenue pendant 2 heures a temperature 
embiante sous agitation constante. Apres evaporation, le monosulfate dissous dans 1 ml de DMF, precipite 
en presence de I'acetate <f ethyte. 

40 



Rendement : R J = -CH 2 -CH=CH 2 : 65 % ; R 2 = -CH^CH J 



2 



75 %. 



45 * 

Description des composes fjnaux 

Pour R ] = -CH 2 -CH=CH 2 : 

IR (KBr) :\)(OSOJ 1250 cm" 1 ;fl(C=0) 1720 cm* 1 . 



55 



Pour R 



= -CH 2 - 



CH 



CH- 



IR (KBr) : D(OS0 3 ) 1250 cm" 1 ; 0(C=O) 1720 cm" 1 . 
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EXEMPLE3: 

5 Preparation das monophosphates monosodlques de la naloxone et de la naJ traxone 

A -1 0°C sous agitation on ajoute goutte a goutte a un melange de 1 eq de naloxone (ou naltrexone) dissous 
4ans du dichloromethane et 5 eq de (a trlethytamine, 3 eq de (CHsOfcP^CI (dlues 20 fois dans !e benzene). 
A la fin de I'addition, le melange est ramene a temperature ambtante puis agite 48 heures. Apres concentration 
10 a sec, on reprend le resldus dans du cfichlorom ethane. Ensulte on realise un lavage avec du bicarbonate a 5 
% puis rapidement avec de i'eau, pour obtsno* le derive phosphate dimethyle avec des rendements de : 

CH- 
/ 2 



15 



25 



30 



Rj = -CH 2 -CH=CH 2 : 83 % ; R { = -CHj-CH j : 85 % 

^CrU 



La demethylabon se realise au moyen d*un exces d'iodure de sodium (5 eq) dans Pacetone, et conduit au 
20 monophosphate monosodique. 

Rendement : R { * -CH 2 -CH=CH 2 : 95% ; Rj = -CH 2 -CH [ : 96 % 



CH 2 

Description des composes : 

Pour R| = -CH r CH=CH 2 : 

IR (KBr) :V*(P=0) 1200 cm' 1 ;i?(C=0) 1720 cm" 1 . 



Pour Rj = -CH 2 -CH | : 

Nn ch 2 

<° [R (KBr) : l)(P=0) 12*0 cm-i ; 0 (C=0) 17*0 cm" 1 . 

EXEMPLE 4 : 

45 Preparation des derives monophosphates disodiques de la naloxone et de la naltrexone 

1) Phosphorylation par le 2jByano6tj%lNj^^ I 

Le traitement de naloxone (ou naltrexone) (0,55 mmol) par le 2-cyanoethyl N l NWBsopropytchktfophospho- 
60 ramldite (0,72 mmol) au sein du dichloromethane en presence de N-ethyl- N.N-diteopropylamlne (1 .07 mmol), 
conduit au monoester corres pendant avec un rendement de 99 %. La reaction se fait sous argon a temperature 
ambbnte pendant 1 heure. Ensuits par action du cyano-2-efhanol (0,55 mmol) et du tttrazoJe (0.65 mmol) pen- 
dant 1 heure, pub oxydatkm par de ITiydroperaxyde de tert butyle (0,2 mi) pendant 1 h 20 on obtient le derive 
phosphate dont tes groupements protecteurs cyancethytes sort eiimlnes par Cammomac dans du methanol. 
55 On transforms ensulte ce derive en phosphate disodique par passage sur resin a echangeuse d'ions. Rende- 
ment : 55 %. 

2) Phosphorylation par le tetrabenzyle pyrophosphate (TBPP) 



Deux methodes sort decrftes : 
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A) A una solution a 0°C de naloxone (ou naltrexone) (0,15 mmoJ) en presence de diisopropylamidure de 
lithium (0,16 mmol) dans le tetrahydrofurane, on ajoute a -78°C ? sous argon, (0,322 mmol) du TBPP. Le 
5 melange est malntenu 1 heure a -78°C, puis rarnene a 0°C. On ajoute une solution de bicarbonate saturee 

a 0°C. Apres extraction au dfchloromethane, le produit isoJe est purifiesurcolonne de sSice (eluant : MEOH- 
CH 2 CI 2 :6795). 



10 CH 2 

Rendernent : Rj = -CH 2 -CH=CH 2 : 84 % ; R { = CH 2 -CH : 8* % 

S CH 2 



15 B) A una solution de naloxone (ou naltrexone) (1,33 mmol) dans !e THF, on ajoute (1,33 mmol) de NaH, 
sous argon a temperature ambiante. Apres 1 0 min, leTBPP (1,94 mmol) en solution dans le THF est ensuite 
addltfonne. Le melange est malntenu a temperature ambiante pendant 1 8 heures. Le meme traitement que 
celui utilise dans la methode A permet dlsoler les produfts recherches avec de meflleurs rendements. 



20 



Rendernent : R { = -CH 2 -CH=CH 2 : 90 % ; R { = CH 2 -CH J : 95 % 



\ 

25 

Description des composes ; 



CH 2 



Pour R { = -CH 2 -CH=CH 2 : 

IR (KBr) :i>(P=0) 12*5 cm -1 ; 0 (C=0) 1725 cm -1 , 
/C»2 

Pour Rj = -CH 2 -CH : 
X CH 2 

1R (KBr) : 0(P=O) 1250 cm" 1 ; D (C=0) 1730 cm" 1 . 



Deprotection 



40 



Dans le cas de la naltrexone dib enzyl phosphate , on pratique une hydrogenolyse, H 2 /Pd dans MeOH, suivie 
d'uno chrornatographie sur resine echangeuse dlons. 
Rendernent : 84 %. 

En raison de la double liaison allytique presents dans la naloxone, la debenzytation se fait par du bromure 
45 de trimethylsflyfe, survie cTune purification par chromatographie sur colon ne D.EAE. Trisacryl.M. On trans- 
forme ensuite ce derive en phosphate dlsodlque par passage sur une resine echangeuse <f ions. 
Rendernent: 88%. 



50 



55 



Description des composes : 



Pour R { = -CH 2 -CH=CH 2 : 

IR (KBr) :l)(P=0) 12*0 cm" 1 ; l)(C=0) 1720 cm" 1 . 

Pour Rj r -CH 2 -CH | : 
N, CH 2 

IR (KBr) :1>(P=0) 1250 cm" 1 ; 1><C=0) 1730 cm" 1 . 
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EXEMPLE 5 : 



5 Preparation des derives triphosphates do la naloxone et de la naltrexone. 

Le 3-monophosphate de naloxone (ou naltrexone) (0,24 mmol) est convert! en eel da pyridinium par pas* 
sage sur une colonne echangeuse d* ions DOWEX 50X8 (forme pyridinium). Le traitement de la solution 
aqueuse ainsl obtenue par la tributylamine (0,48 mmol). suivi de piusfeurs co-evaporations a PaJde de la pyri- 
dine seche et de (a dlmethylfonnamlde, aboutit au sel de bis-tributylammoraum du monophosphate correspon- 
10 dant 

Ce sel est ensutte dissous dans la dimemyfformamfde, dans iaquelle on ajoute (1,49 mmol) du 1,1 '-car- 
bonyt-diimidazole (CDI). Le melange reactionnel est maintenu a temperature smbiante, sous argon, pendant 
toute une nuft. Apres elimination de I'exces de CDI par addition du methanol (1,98 mmol), on obtient Tester 
active. 

15 Le pyrophosphate tetrasodium decahydrate (1,19 mmol) est transform© en sel de tdtra-butylammontum 
correspondant sous forme de gomme suivant le protocole identique decrit precedemment Ce dernier, dissous 
dans la DMF, est addWonne a Tester active de depart La reaction est gardee pendant 45 heures, a temperature 
ambiante sous argon. Apres evaporation, le produit est purifie par chromatography echangeuse <f ions 
D.Ej\£.-Trisacryi M (CH3COO) eluee avec un gradient continu (0-0,5 M d'une solution aqueuse d'acetate 

20 d'emmonium). La fraction ainsl obtenue correspondant au produit pur est lyophilisee. Rendement ; 50 %. 

Toutes lea stapes de cette synthese ont ete contrdlees par chromatographle sur couche mince de siilce 
(eluant : alcooi isopropylique/solution NH4OH 27 %/eau : 6/3/1). 

Description des composes : 

25 



0(C=O) 1725 cm -1 . 



1>(C=0) 1720 cm" 1 . 



EXEMPLE 6 : Preparation du e-frnaltrexo»-3-prt08phate, 

1) Reduction de la naltrexone en 6-p-naItrexol (Selon Chatterjie et al„ J.Med.Chem., 18, 490, 1975). 

40 

Une solution de naltrexone. HCJ (1mmol) dans 25 ml d'eau est bailee avec un minimum d'une solution de 
NaOH (320 mg dans 25 ml d'eau) jusqi/a pH atcalin. Le melange alcalin est traite avec I'acide fbrmamidine 
sulfinique (4 mmol) dissous dans le rests de la solution NaOH utiBsee precedemment Le melange reactionnel 
est aglte pendant une heure a 85°C, sous argon. 
45 On ajuste le pH a 9,8 avec quelques d'une solution HO (6N) et un tampon carbonate-bicarbonate de sodium. 
Apres extraction au dlchioromethane. le produit bole est purifie sur colonne de silica (eluant : MeOH- 
CH4CI2 :5/95). Rendement : 73%. 

Description : 

50 

RMN (CDC« : 3,45-3,68 ppm (m, H6) ; 4,55 ppm (d, H5, J - 6 Hz) ; 8,55 et 8,70 ppm (2d, H1 et H2, J = 
8 Hz). 

2) Phosphorylation par le tetrabenzyle pyrophosphate. 

55 

A une solution du 6-0-naltrexol (0,52 mmol) dans le THF, on ajoute (0,52 mmol) de NaH, sous argon. Le 
TBPP (0,79 mmol) en solution dans le THF est ensuite additionne. Le melange reactionnel est maintenu toute 
une nuit a temperature ambiante. Le meme traitement que cehit mentiorme dans la metftode A permet dTsoler 
le 6-p-naltrexoW-dibenzylphosphate avec un rendement de 80%. 



30 



Pour R 1 = -CH 2 -CH=CH 2 : 
IR (KBr) : l)(P=0) 12*5 cm" 1 ; 

Pour R. = -CH--CH : 

1 2 V 

N CH 2 

IR (KBr) : |)(P=0) i2<>0 cm" 1 ; 
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Description : 

5 RMN (CDC! S ) : 3,36-3,49 ppm (m, H6) ; 4,50 ppm (d, H5, J = 6,20 Hz) ; 5,13 at 5,20 ppm (2d, PhCH^O, J = 8,2 
Hz) ; 6.57 ppm (d, HI. J = 8 Hz) ; 6,90 ppm (d, H2, J = 8 Hz) et 7,24-7,42 ppm (m. H aramatiquesK 

3) Deprotection 

10 On pratique una hydrogenolyse, H^Pd dans MeOH, sufvia (f una chromatographie 8ur una resin© echangeuse 
dTons. Rendament : 77%. 

Description : 

is !R(KBr):v(P=O)1240cm-i. 

Lea comportements biologiques de certains composes chimiques ont et6 ensuite etudies. 

EXEMPLE 7 : 

20 Dans un premier temps, on a apprecie les rendements dlntemalfeation da 5 composes salon HnvenUon, 
derives de la naloxone ou de la naltrexone. Les resultats sont presents dans le tableau I. 

25 
30 
35 
40 
45 
50 
65 
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TableBU I ± MttUlttttt H encapsulation Prod rogues StudiAe* 

Ja& globules rouq«. 



j 



20 



50 



i 
i 


Rdt 
Encap 


Rdt 
Hte 


Rdt 


Rdt i 

S3 IOD i 


i Na1.3.MP. 
i (OMe ONa) 


60% 


73% 


84% 


86% i 


; Nalt.3.MP. 
i (OMe.ONa) 


62% 


71% 


81% 


86% j 


i Na1.3.MP. 
< (2Na) 


56% 


83% 


86% 


75% i 


i Nalt.3.MP. 
i (2Na> 


72% 


75% 


71% 


88% { 


i Na1.3;l4. 
i di sulfate 


71% 


83% 


62% 


69% i 


i Natt.3;14. 
i di sulfate 


51% 


74% 


71% 


88% ; 


i NaT .3. TP. 


37* 


79% 


76% 


84% | 


iNalt.3.TP. 

i 


34% 


90% 


86% 


93% i 



35 

NQffQnciaturqg _l 

Nal. : naloxone 
Nalt. : naltrexone 

3. MP. (OMe.ONa) : 3 monophosphate (OMe.ONa) 
40 3,HP.(2Na) : 3 monophosphate (2Na) 
3. TP. : 3 triphosphate 

Rdt encap : rendement d'encapsulation 
Rdt Hte : rendement en hematocrit© 
4$ Rdt Hb : rendement en htmoglobine 
Rdt Glob : rendement globulaire 



so EXEMPLE 8 : 

Ces composes ont ete egai ement testes pour leur absorption membrana ire et stabiHtd erythrodtaire et plas- 
mattque. 

Les resultats sont presentee dans le tableau II : 

55 
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Tableau II x Cir«t3r i st iqwa daa modules etudi^ ± 
adsorption membranaire et stability erythrocyte* r* et aJhasr 



fO 



Adsorption Stability dans GR charges ; i 

membranaire hemolysat Serum frals Incubation 24hi 

a Hte 45X 4*C 37 # C 4'C 37*C Fuita extra- i 

i cellulaire \ 

l 4'C 37 # C J 



15 


I Nal.3.MP. 
i (OMe.ONa) 


10X 






+ 




6X 


40X 


i 

3 


20 


i Na1t.3.MP> 
i (OMe.ONa) 


10% 


+ 








sx 


40X 


i 
i 




1 NaT ,3. MP. 
i (2Na) 


0* 


+ 


+ 






tx 


12X 


i 
\ 


25 


i Nalt.3.MP. 
i (2Na) 


22% 


* 


+► 




*a 


IX 


12X 


i 




» Na 1 . 3 ; 1 4. . 
disulfate 


34X 




+> 






5X 


5 OX 


i 
i 


50 


i Nalt.3;M. 
; disulfate 


40% 




¥ 




+ 


tax 


7 OX 


i 




\ NaT. 3. TP. 
i 


22X 








*b 


ox 


OX 


i 
i 


33 


i Na1t.3.TP. 

i 


22% 






+ 


*c 


ox 


OX 


» 
i 


40 


+ : stable. 
* : stability 


cans 


la serum 


f rais 


a 37* 


C au 


bout d© 


24h : 


on 



na rstrouve que 8 a :2% t 78X at 65X da la quant its de depart 
dans le serum respect ivement pour (a), (b) et (c). 



EXEMPLE9 : 

CriWage in vitro de derives de la naloxone et la naltrexone en tant que ligands opioitfes de type u ou k. 
SO Anknmjx 

Lea anfmaux utBlses sont des laplns neo-zeiandais d'environ 1500 g et des cobayes tri col ores d'envbron 
300 g. 

55 Fraction membranatre brute 

La preparation utOisee est une fraction membranaire brute obtenue a partir de tissu frae (cervelet de tapin, 
cerveJet de cobaye) par une methode standard d'homogeneisation et da centrifugatton daferenbetle. La sus- 
pension finale est en tampon tris-HCt (50 mM, pH 7 A) et content environ 5 mg de protein e par ml. 

12 
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Radioligand 

5 [IS.ieCnHH] diprenorphine a 25-30 Cl/mmol (Amersham Internationa! pic, Amersham, Angleterre). 

Experiences de competition 

Radioligand (0,3 pmoJ) de PH] diprenofphine et fraction membranaire brute (0,25 mg de protelne) sort incu- 
10 bes pendant 1 heure a 25°C dans un volume final de 1,0 ml en tampon Tris-HCI (50 mM, pH 7,4) : 
(i) en absence de toute drogue competitrice , 

(n) en presence de 12 concentrations croissantes de ta nouvelle drogue et, 
(fii) en presence de 10 umol/l de diprenorphine non radioactive. 

Le contenu de chaque tube est ensulle rapidementfatre (sous vide) surdrsques de fibre de verre (Whatman 
16 GF/B) disposes sur un Jeu de rampes de filtration M3I ipore model e 1 225. Lea fBtres sent rinces avec 2 x 3 ml 
de tampon froid (0-2°C) puis seches sous una iampe IR pendant 15 minutes. La radioacovfte de chaque fBtre, 
dans 3 ml de cocktail Ready-sol MB (Beckman) est comptee avec un compteur a scintillation liquide Kontron 
mode!eMR30U 

20 Analyse des donnees 

A partir des parametres mesures, 0 est ensuite calcule les difrerentes constantes pour les sites consi- 
deres. 

Dans le tableau 111 figurent les parametres caracteristiques de i'inhibition par la naloxone, la naltrexone et 
25 par leura derives -3-phosphate, -3-phosphate (OMe), -3-triphosphate, -3-sulfate et -3,14-disulfete de la liaison 
a P6quU ibre de la (3H) diprenorphine (0,3 nmol/l) dans une fraction membranaire brute de cervelet de iapin (sftes 
opioides de type u) et dans une fraction membranaire brute de cervelet de cobaye (sites opioides de type k). 

Ces valours ont ete calculees a partir des valeurs mesurees des concentrations Cl.50 de drogue inhlbant 
de 50 % la liaison a Pequflibre de (3H) diprenorphine utOisee a ta concentration fixe de 0,3 nM. 
30 La valeur de K est <Tautant plus foible que I'afflnite du compose chimique pour le site de fixation est grande. 

On pout alnsl noter que les derives 3-phosphates ont conserve une excellente affinite apparente pour les 
sites opIoWes u et k. La naloxone 3-phosphate semble me me avoir une activite legerement plus etevee que 
la naloxone pour les deux types de sites opioides. 
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5 Revindications 

1. Derive destin6 a J'encapsulation dans les Erythrocytes <fun compose biologiquement actif hydrophobe 
caracterise en ce qu'D est consdtue dudit compose biologiquement actif couple chtmiquement a un grou- 
pement chknique a caractere hydrophfle, par un element de liaison qui est dive par les enzymes lysoso- 
10 mJales et/ou plasmatlques mats qui est stable dans les erythrocytes. 

Z Derive seion la revendication 1 , caracterise en ce que le groupement chimique a caractere hydrophOe est 
une chathe contenant un ou plusieurs sucres et/ou un ou plusieurs amino^ackJes. 

is X Derive salon la revendication 1 , caracterise en ce que le groupement chimique a caractere hydrophOe est 
un radical sulfate, phosphate ou polyphosphate. 

4. Deriv6 selon la revendication 1 ou 3, caracterise en ce qu'D est represents par la formula I 



25 



30 




dans laqueOe : 

35 - soit A f represente le groupement OH et fi* est I'atome dTiydrogene, soit A f et A 2 ensemble avec 

Patome de carbone auxquels Hs sont rattaches forment un groupement carbonyle 

<>e*o} f 

40 - Rt represente un groupement -CHa-CH=CH 2 ou 



45 




- OR x represente un groupement sulfate ou un groupement phosphate ou polyphosphate de formuJe 



55 
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dans laquefle : 

. R* est choisf parmi un alkoxy en C ]m3i OH et ses sels alcalins, 
5 . X un cation alcaDn et de preference Na+, 

. n represente un enuer de 1 a 3, et 
- ORs represente OH ou un groupement sulfate a la conditions que si Ri represente -CH2-CH=CH2 et 
A un groupement CHOH, OR 2 et/ou ORj sont difffirents d*un groupement sulfate. 

io 5. Derive selon la revendication 4. caracterise en ce qui! correspond a la formuSe I dans laquefle OR 3 repre- 
sente un groupement OH. et OR 2 un groupement phosphate ou polyphosphate de formule II. 



15 



6. Derive selon la revendication 4 ou 5 caracterises en ce quH presents en outre une affinite apparente satis- 
faisante pour les sites opioides u et k. 

7. Compose de formule I : 



20 



25 



30 




(I) 



dans laquelle : 

- soil A t represente ie groupement OH et est i'atome dTiydrogene, soit A t et A 2 ensemble avec 
I'atome de carbone auxquels lis sont rattaches torment un groupement carbonyie (C=Oj, 

- R| represente un groupement -CHyCH=CH2 ou 



40 



CH- 



-CH 2 -CH 



- ORj represente un groupement sulfate ou un groupement phosphate ou polyphosphate de formule 
II: 




(II) 



55 



dans laquefle : 

. R4 est choisi parmi un alkoxy en (V3. OH et ses sels alcalins, 
. X un cation alcalin et de preference Na\ 
. n represents un errtier de 1 a 3, et 
- OR, represente OH ou un groupement sulfate a la conditions que si R< represente -CHrCH«CH2 et 
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A un groupement CHOH, OR2 et/ou OR 3 sont differents d'un group ama nt sulfate. 

5 8. Compose selon la revendicatton 7, caracterise en ce qull correspond a la formula I dans laquelle OR3 repre- 
sente un groupement OH, et OR 2 un groupement phosphate ou polyphosphate de fonmuJe IL 

9. Compose selon la revendicaUon 7 ou 8, caracterise en ce qu'l presente en outre une affinite apparente 
satisfaisante pour les sites opfoides n et k. 

10 

1 0. Composition pharmaceutique caractertsee en ce qu'efle contient a btre de principe actff au moins un derive 
selon Tune des revendicattons 1 a 6. 

11. Erythrocyte res cello, caracterise en ce qu'B contient au moins un derive selon 1'une des revendlcations 1 
15 a 6. 
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